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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　表皮中のカスパーゼ－１４のアミノ酸１位～178位からなるポリペプチド（C14-Y178L）
であるカスパーゼ－１４中間体又は１もしくは数個のアミノ酸が置換、付加もしくは欠失
し、かつプロカスパーゼのD146を切断する活性を有するその変異体を、フィラグリンの分
解異常による不全角化を原因とする皮膚疾患のマーカーとして測定して、アトピー性皮膚
炎及び乾癬の不全角化を示す疾患群から選ばれる皮膚疾患を検出することを含む方法。
【請求項２】
　前記検出を、カスパーゼの178位での切断部位を特異的に認識する抗体を用いて行うこ
とを特徴とする、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記検出方法が免疫染色方法である、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　前記検出方法がＥＬＩＳＡである、請求項２記載の方法。
【請求項５】
　C14-Y178Lがカスパーゼ－１４のアミノ酸179位～242位からなるポリペプチドと二量体
を形成する、請求項１～４のいずれ１項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、カスパーゼ－１４のアミノ酸１位から178位からなるポリペプチドを含むカ
スパーゼ－１４中間体を指標とする、フィラグリンの分解異常による不全角化を原因とす
る皮膚疾患、例えばアトピー性皮膚炎や乾癬といった皮膚疾患の検出や発症の予知に有効
な新規な方法の提供にある。
【背景技術】
【０００２】
　システインプロテアーゼであるカスパーゼは脊椎動物のプログラム細胞死や細胞からの
分泌におけるタンパク質のプロセッシングに関与しており、現在までにヒト、マウスに由
来のものを含め、約１４種類の存在が知られている。カスパーゼの共通の特徴には、１）
これらが、Ａｓｐ－Ｘ結合（ここで「Ｘ」はアミノ酸である）基質切断特性を有するシス
テインプロテアーゼであること；２）これらが、活性部位内の保存されたペンタペプチド
配列を共有すること；及び３）これらが、プロテアーゼ活性の活性化のために特異的アス
パラギン酸残基でのタンパク質分解切断を必要とするプロ酵素として合成されることがあ
る。プロ酵素の切断は、２つのポリペプチドプロテアーゼサブユニットを生成し、これら
は、非共有結合して２つのヘテロダイマーから構成されるテトラマーを形成する。これら
のプロテアーゼは、細胞で発現される場合、一般にアポトーシスを誘導する。
【０００３】
　カスパーゼ－１４は、ヒトでは、最も遅く見出されたカスパーゼであり、システイン酵
素スーパーファミリーに属する。他のカスパーゼと異なり、皮膚およびその付属器に特異
的に発現しており、アポトーシスには関与しないことが知られている。最近カスパーゼ－
１４のノックアウトマウスが作製され、このマウスでは、フィラグリンの分解に異常があ
ることが示された（非特許文献１）。
【０００４】
　フィラグリンの前駆物質は、プロフィラグリンと呼ばれ、顆粒層のケラトヒアリン顆粒
に蓄えられている。プロフィラグリンはフィラグリン分子が10個から12個連続してつなが
った構造をしており、角化とともにこれらが切り出されて、個々のフィラグリンとなり、
最終的にこれが分解されて、天然保湿因子（ＮＭＦ）が作られる。ＮＭＦは皮膚の保湿に
必須の因子であり、アミノ酸とその派生物が主な成分であるということが知られていた。
ＮＭＦがフィラグリンから作られるという事は今から30年近く前にすでに推測されていた
。
【０００５】
　我々は、これまでに、フィラグリンが分解されて、ＮＭＦになる過程について明らかに
している（非特許文献２）。カスパーゼ－１４が最初にフィラグリンに作用し、いくつか
のペプチドに分解することも解明されている。そして、カルパインＩがフィラグリン・ペ
プチドに作用し、さらにこれらの分解産物にブレオマイシンヒドロラーゼ（ＢＨ）が働く
ことにより、アミノ酸レベルまで、分解される（（特許文献１）。
【０００６】
　フィラグリンの遺伝子異常が、魚燐癬や一部アトピー性皮膚炎の原因であるという発見
は、大きな驚きをもって迎えられた（非特許文献３）。フィラグリンの異常が単にＮＭＦ
の低下からくる角層の保水能力の低下ばかりではなく、バリアー機能にも直接の影響を与
えるということが示された訳である。その後の研究では、フィラグリンの遺伝子異常は、
ヨーロッパのある地域においては40％～に達するという報告もなされているが、日本では
、約20％程度にとどまっているようである。この点からも、アトピー性皮膚炎が多因性の
疾患であることは十分に理解される。実際、我々は、アトピー性皮膚炎では、カスパーゼ
－１４および、ＢＨが極度に低下していることを明らかにしている。アトピー患者皮膚に
おけるBHの極度の発現低下は、フィラグリンの遺伝子異常のみならず、分解系の異常もバ
リアー傷害の重要な要因となり得ることを示している。実際、ＢＨのノックアウトマウス
は、魚燐癬様、アトピー様の皮膚症状を示すことが報告されている。カスパーゼ-14のノ
ックアウトマウスは、TEWL値が亢進しており、バリアー機能が低下していることがわかっ
ている。我々の最近の知見でも、カスパーゼ－１４がＢＨと同様にアトピー患者皮膚の皮
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疹部および無疹部の両方で有意に低下していることが明らかになった（非特許文献４）。
【０００７】
　このように、フィラグリンからＮＭＦ産生に至る過程は、バリアー機能を考える上で極
めて重要である。カスパーゼ－１４は皮膚に特異的に発現するカスパーゼであることが報
告されているが、それがフィラグリンに作用して分解するようになる活性化の機構及び機
能に関しては明らかではない。
　カスパーゼ－１４の活性化は角質細胞の形成の際に起こることまでは知られるが、その
正確な活性化機構までは理解されていない。本発明者は角質細胞からカスパーゼ－１４を
精製し、そして活性化のための切断部位がD146であることまでは突き止めている（特許文
献２）。この情報に基づき、本発明者は活性化カスパーゼ－１４のみを認識する切断部位
特異的抗体（C14D146Ab）を調製した。また、カスパーゼ－１４の活性化機構を解明する
ため、まずカスパーゼ－１４がカスパーゼ－１～１０により活性化されるかどうかも試験
した。しかしながら、どのカスパーゼもカスパーゼ－１４をプロセシングする能力をもた
なかった。次にトリプシン様酵素、キモトリプシン様酵素、カルパインI、ＫＬＫ７など
の表皮プロテイナーゼの作用について調べてみた。その結果、キモトリプシンやＫＬＫ７
がカスパーゼ－１４をY178で切断し、大サブユニット（２０ｋＤａ）及び小サブユニット
（８ｋＤａ）から構成される中間体を生成することがわかった（特願2011-039978）。し
たがって、この切断部位Y178を認識する抗体（h14Y178Ab）を調製した（特許文献３）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】WO2009/142268
【特許文献２】特開2003-171400号公報
【特許文献３】特開2006-117594号公報
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Denecker G, Hoste E, Gilbert B, et al. Nat Cell Biol. 2007; 9: 6
66-674
【非特許文献２】Kamata　Y, Taniguchi A, Yamamoto Y, et al. J Biol Chem. 2009; 28
4: 12829-12836
【非特許文献３】Sandilands A, Terron-Kwiatkowski A, Hull PR, et al. Nat Genet 20
07 ; 39 : 650-654
【非特許文献４】Yamamoto M, Kamata Y, Iida T, et al. J Dermatol Sci. 2011 ; 61 :
 110-117
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は、フィラグリンの分解異常を原因とする皮膚疾患、例えばアトピー性皮膚炎や
乾癬といった皮膚疾患の検出や発症の予知に有効な新規な方法の提供にある。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者は、カスパーゼ－１４をY178で切断することで生成される大サブユニット（２
０ｋＤａ）（C14-Y178L）及び小サブユニット（８ｋＤａ）を生成し、天然カスパーゼ－
１４における上記サブユニットの並びに対し反転させることで「revC14-Y178SL」を作成
した。
　なお、本願ではC14-Y178L及びrevC14-Y178SLを以下において「カスパーゼ－１４中間体
」と称する場合がある。興味深いことに、revC14-Y178SLやC14-Y178Lの基質特異性は精製
された活性化カスパーゼ－１４とは全く異なり、しかもその酵素活性には、通常カスパー
ゼなら必要なコスモトロピックイオンを必要としなかった。さらに、活性化カスパーゼ－
１４の生成は、プロカスパーゼ－１４をキモトリプシン又はKLK7で処理したカスパーゼ－
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１４とのインキュベーションと同様、revC14-Y178SLとのインキュベーションでも認めら
れた。
　カスパーゼ－１４のY178での切断部位に特異的なh14Y178Abを用いた免疫染色分析は、C
14-Y178Lが正常なヒト表皮の顆粒細胞と角質細胞との間の限定された部位に局在すること
が示されたが、アトピー皮膚炎や乾癬に罹患したヒト表皮の対応の部分ではこれ以下の層
の広い範囲で存在しており、これらの患者患部の角層抽出液中にもその存在が認められた
が、正常で認められる最終活性化体が消失していた（図７）。以上により、カスパーゼ－
１４の活性化は、カスパーゼ－１４の中間体の形成が重要な役割を果たすことで関与する
固有な機構によるものであることが解明された。
　したがって、カスパーゼ－１４中間体がフィラグリンの分解異常を原因とする皮膚疾患
、例えばアトピー性皮膚炎や乾癬といった皮膚疾患のマーカーとして利用できることがわ
かった。
【００１２】
　したがって、本願は以下の発明を提供する。
（１）表皮中のカスパーゼ－１４のアミノ酸１位～178位からなるポリペプチド（C14-Y17
8L）であるカスパーゼ－１４中間体又は１もしくは数個のアミノ酸が置換、付加もしくは
欠失し、かつプロカスパーゼのD146を切断する活性を有するその変異体を、フィラグリン
の分解異常による不全角化を原因とする皮膚疾患のマーカーとして、検出することを含む
方法。
（２）前記皮膚疾患がアトピー性皮膚炎、乾癬脂漏性皮膚炎、日光性角化症、紅色粃糠疹
及び全身性エリテマトーデスの不全角化を示す疾患群から選ばれるである、（１）の方法
。
（３）前記検出を、カスパーゼの178位での切断部位を特異的に認識する抗体を用いて行
うことを特徴とする、（１）又は（２）の方法。
（４）前記検出方法が免疫染色方法である、（３）の方法。
（５）前記検出方法がＥＬＩＳＡ法である、（３）の方法
（６）C14-Y178Lがカスパーゼ－１４のアミノ酸179位～242位からなるポリペプチドと二
量体を形成する、（１）～（５）のいずれかの方法。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の方法により、フィラグリンの分解異常による不全角化を原因とする皮膚疾患、
例えばアトピー性皮膚炎、乾癬脂漏性皮膚炎、日光性角化症、紅色粃糠疹及び全身性エリ
テマトーデスの不全角化を示す疾患群といった皮膚疾患の検出や発症の予知が可能となる
。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】カスパーゼ－１４の活性化のメカニズムを図示する。
【図２】カスパーゼ－１４の一次構造を示す。
【図３】カスパーゼ－１４中間体の作成の模式図を示す。
【図４】カスパーゼ－１４中間体の酵素活性を示す。
【図５】カスパーゼ－１４中間体によるプロカスパーゼ－１４の活性化を示す。
【図６】カスパーゼ－１４中間体による健常皮膚の免疫染色結果を示す。
【図７】カスパーゼ－１４中間体によるアトピー性皮膚炎皮膚の免疫染色結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明でいう活性化カスパーゼ－１４とは、フィラグリンに作用し分解し、ＮＭＦを生
成することのできるカスパーゼ－１４成熟体を意味する。活性化カスパーゼ－１４はプロ
カスパーゼ－１４のD146位での切断により生成される17ｋＤａサブユニットと11ｋＤａサ
ブユニットとから構成される二量体である。本発明者によれば、かかるプロカスパーゼ－
１４のD146位での切断は、図１に示すとおり、カリクレイン７（KLK7）によるプロカスパ
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ーゼ－１４のY178位での切断により生成されるカスパーゼ－１４中間体、即ちC14-Y178L
又はrevC14-Y178SLにより触媒されることがわかった。図２にはカスパーゼ－１４の一次
構造及びその切断部位を示す。
【００１６】
　本発明でいうカスパーゼ－１４中間体は、プロカスパーゼ－１４のY178位での切断によ
り生成された20ｋＤａのサブユニット（C14-Y178L）、又は20ｋＤaの大サブユニットと、
プロカスパーゼ－１４のY178位での切断により同時に生成された8ｋＤａの小サブユニッ
トとから構成される二量体、例えばrecC14-Y178SLであってよい。また、20ｋＤａの大サ
ブユニットC14-Y178Lは、プロカスパーゼ－１４のD146位の切断を触媒する能力を有する
限り、１又は数個のアミノ酸が置換、付加又は欠失したその変異体であってもよい。
【００１７】
　本発明に係るカスパーゼ－１４中間体又はその変異体の測定は、カスパーゼ－１４中間
体又はその変異体を測定することのできる任意の方法に従い、定量的又は定性的に実施す
ることができる。
【００１８】
　好ましくはカスパーゼ－１４中間体又はその変異体の免疫染色により行うことができる
。免疫染色方法に使用するカスパーゼ－１４中間体又はその変異体に特異的な抗体は、例
えば特開2006-117594号公報に記載のとおり、プロカスパーゼ－14のアミノ酸174～178位
に相当するペンタペプチドを化学合成してハプテンとしてウサギの免疫に用いることで作
成できる。健常な表皮においてカスパーゼ－１４中間体は顆粒細胞と角質細胞との間の限
定された部位に局在するが、フィラグリンの分解異常による不全角化を原因とする皮膚疾
患、例えばアトピー性皮膚炎や乾癬といった皮膚疾患を罹患した患者表皮の場合、顆粒細
胞や角質細胞の層よりも下層の広い範囲で存在していることから、カスパーゼ－１４中間
体の存在位置を観察することで、表皮がフィラグリンの分解異常による不全角化を原因と
する皮膚疾患を呈している又は呈するおそれがあるか簡易に判断できることとなる。
【００１９】
　上記の抗体は、適当な固定化試薬で固定させ、好ましくはブロッキング処理を施したヒ
ト表皮切片と接触させる。この際、当該抗体は、免疫染色の一次抗体として用いることが
できる。免疫染色は、この一次抗体において視覚的に把握可能な標識を施して、その標識
を直接的に表皮に存在するカスパーゼ－１４中間体を標識とする「直接法」と、カスパー
ゼ－１４中間体に結合した無標識の一次抗体に対して、標識を施した二次抗体、あるいは
、二次抗体及び標識を施した三次抗体、を作用させる「間接法」に大別される。本発明に
おいては、一次抗体と二次抗体を用いる間接法を行うことが、鋭敏性と簡便性を兼ね備え
ており、好適であるが、これに限定されるものではなく、直接法や三次抗体を用いる間接
法を用いて本発明の特定方法を行うことができる。
【００２０】
　上述した抗体に施す標識は、当該標識物質単独で又は当該標識物質と他の物質とを反応
させることにより、検出可能なシグナルをもたらす標識物質であり、その限りにおいて、
特に限定されるものではない。具体的には、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アル
カリホスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、ルシフェラ
ーゼ等の酵素が挙げられる。これらの酵素は、それぞれ対応する基質を接触させることに
よって、発色が認められる。また、フルオレスセインイソチオシアネート、フィコビリタ
ンパク、希土類金属キレート、ダンシルクロライド若しくはテトラメチルローダミンイソ
チオシアネート、ＧＦＰ等の蛍光物質が挙げられる。これらの蛍光物質は、励起光を照射
することにより、特徴的な蛍光が認められる。また、ビオチン－アビジン（ストレプトア
ビジン）系を用いることができる。この系では、例えば、ビオチン標識を行った抗体に、
上記の酵素標識や蛍光標識が施されたアビジン（ストレプトアビジン）を接触させて、ビ
オチンとアビジン（ストレプトアビジン）の結合を形成させ、そこに改めて基質や励起光
を施すことで、発色や蛍光を顕すことができる。さらに、上記の発色物質を多数結合させ
た高分子ポリマーを抗体に標識する酵素標識ポリマー法を行うことも可能である。その他
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、125Ｉ，14Ｃ，3Ｈ等の放射性同位体を標識して、印画紙で可視化することも可能である
。
【００２１】
　また、染色像の視覚的な特定は、顕微鏡で行うが、用いる顕微鏡は、上述した標識の種
類に応じて選択することが好ましい。蛍光を伴わない染色標識の場合には、通常の明視野
顕微鏡を用いることが好適であり、蛍光標識の場合には、蛍光顕微鏡又は共焦点顕微鏡を
用いることが好適である。
【００２２】
　他の具体的な方法には、カスパーゼ－１４中間体又はその変異体に特異的な抗体を利用
する免疫測定方法、例えば酵素ラベルを利用するＥＬＩＳＡ法、免疫比濁法、ウェスタン
ブロット法、ラテックス凝集法、赤血球凝集法等、様々な方法が挙げられる。免疫測定法
の方式には競合法やサンドイッチ法が挙げられる。本発明の好ましい態様においては、C1
4-Y178又はその変異体は免疫測定方法、例えばＥＬＩＳＡにより測定する。ＥＬＩＳＡに
おいて使用するカスパーゼ－１４中間体又はその変異体に特異的な抗体はモノクローナル
抗体でもポリクローナル抗体でもよく、免疫染色方法と同様、例えば特開2006-117594号
公報に記載のとおり、プロカスパーゼ－14のアミノ酸174～178位に相当するペンタペプチ
ドを化学合成してハプテンとしてウサギの免疫に用いることで作成できる。これらの方法
の場合、正常角層においては中間体は検出できず、乾癬やアトピー性皮膚炎などの不全角
化を原因とする皮膚疾患を呈している又は呈するおそれがあるか状態では有意な量の中間
体、具体的には正常角層中に含まれる中間体よりも統計学的（例えばｔ検定などにより）
に有意な量の中間体が検出されることで、そのような状態を呈している又は呈するおそれ
があるか否かの簡易な判断ができる。
【００２３】
　被検体となる皮膚角層試料の採取は任意の方法で実施することができるが、簡便性かつ
非侵襲性の観点からテープストリッピング法が好ましい。テープストリッピングとは、皮
膚表層に粘着テープ片を貼付し、剥がし、皮膚角層をその剥がした粘着テープに付着させ
ることで角層試料を採取する方法である。テープストリッピング法を利用すれば、角層を
テープ一枚採取するだけでカスパーゼ－１４中間体又はその変異体の測定が可能となり、
C14-Y178又はその変異体を指標とした皮膚疾患群の評価が可能となる。テープストリッピ
ングの好ましい方法は、まず皮膚の表層を例えばエタノールなどで浄化して皮脂、汚れ等
を取り除き、適当なサイズ（例えば5×5cm）に切った粘着テープ片を皮膚表面の上に軽く
載せ、テープ全体に均等な力を加えて平たく押さえ付け、その後均等な力で粘着テープを
剥ぎ取ることで行われる。粘着テープは市販のセロファンテープなどであってよく、例え
ばScotch Superstrength Mailing Tape（3M社製）、セロファンテープ（セロテープ（登
録商標）；ニチバン株式会社）等が使用できる。粘着テープに付着した皮膚角層試料中の
ＳＣＣＡは、テープ片を適当な抽出液、例えばTris-buffer（pH 8.0）（0.1M Tris-HCl, 
0.14M NaCl, 0.1% Tween-20）に浸漬し、角層を抽出することでテープから単離・抽出さ
せることができる。
【００２４】
　本発明に係る方法においては、サンドイッチ免疫測定法も好ましく、それは例えば下記
の通りに実施できる。
　２種類のカスパーゼ－１４中間体又はその変異体に特異的な抗体の一方を一次抗体とし
て担体に固定化する。担体としては固体担体が好ましく、例えば固体担体として免疫測定
法において常用される任意のものを使用してよく、例えば任意の大きさ、形状に成形され
たスチレンやポリスチレンなどの高分子担体のほか、これらの適当な材料で成形した反応
容器、例えばＥＬＩＳＡプレートのウェルの内壁などが挙げられる。
【００２５】
　上記一次抗体の担体への固定化は常法に従って行うことができ、例えば上記一次抗体を
緩衝液、例えばリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）、ホウ酸緩衝液などに溶解して担体に吸着さ
せることにより固定化することができる。また、例えば上記一次抗体に結合する抗体やそ
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の他のタンパク質、例えばプロテインＣをあらかじめ担体に固定化し、これを上記一次抗
体と接触させる等してもよい。更に、非特異的な結合を抑えるため、このようにして一次
抗体を固定化した担体に適当なブロッキング剤、例えばＰＢＳ－ＢＳＡや市販のブロッキ
ング剤、例えばブロックエース（大日本製薬）を加え、約４～４０℃、好ましくは２０～
３７℃で、５分から数日、好ましくは１０分から２４時間、より好ましくは１０分～３時
間インキュベーションすることによりブロッキングするのが好ましい。
【００２６】
　上記２種類のカスパーゼ－１４中間体又はその変異体に特異的な抗体の他方の抗体は二
次抗体として使用し、標識する。標識としては、酵素標識、放射線標識、蛍光標識、など
が挙げられる。酵素標識する場合、酵素を二次抗体に直接結合させて標識するか、または
例えばアビジンービオチンのような相互反応性蛋白質を介して間接的に酵素で標識するこ
ともできる。酵素の抗体などへの結合は、例えば市販のチオール導入基試薬を利用して酵
素及び標識すべき抗体などのそれぞれにチオール基を導入してから両者をＳ－Ｓ結合させ
ることで行うことができる。酵素としては、ホースラディッシュパーオキシダーゼ、アル
カリ性ホスファターゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼなどが挙げられる。酵素の検出は、そ
の酵素に特異的な基質を用いて行うことができる。例えばホースラディッシュパーオキシ
ダーゼを利用する場合、ＴＭＢ（３，３’，５，５’－テトラメチルベンジンジン）やＡ
ＢＴＳ（２,２’－アジン‐ジ［３－エチルベンズチアゾリンスルホネート］）などが利
用できる。
【００２７】
　かかる免疫測定は、前記一次抗体を固定した担体、前記標識した二次抗体、被検試料を
混合し、インキュベーションすることにより、担体に固定化された一次抗体に被検試料中
のカスパーゼ－１４中間体又はその変異体を結合せしめ、このカスパーゼ－１４中間体又
はその変異体分子に標識二次抗体を結合せしめる。
【００２８】
　このようにして、標識化抗体は、試料中のカスパーゼ－１４中間体又はその変異体の量
を反映した量において、担体に固定化された一次抗体と試料に由来するカスパーゼ－１４
中間体又はその変異体を介して担体上に固定される。かかるインキュベーションは、適当
な緩衝液、例えばＰＢＳ中で約４～40℃、好ましくは20～37℃で、５分から数日、好まし
くは10分から24時間、より好ましくは10分～３時間行う。
【００２９】
　次に、上記担体から未結合の標識化抗体を分離する操作を行う。担体が固体担体である
場合、この分離操作は固液分離により簡単に行うことができる。一定の既知量の標識二次
抗体を使用した場合、担体に結合した標識もしくは未結合の標識又はこの両者を測定する
ことができる。他方、任意の標識抗体を使用した場合、担体に結合した標識を検出、測定
する。担体に結合した標識を検出するには、好ましくは担体を洗浄液、例えば適当な界面
活性剤の入った緩衝液、例えばＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ２０により洗浄して未結合の標識化抗
体を除去した後に検出を行う。検出は標識の種類に依存して常法に従って行うことができ
る。
【００３０】
　以下に本発明の限定でない実施例を提供する。
【実施例】
【００３１】
１）組換プロカスパーゼ－１４の作成
　組換プロカスパーゼ－１４は、特表2002-500049号公報に記載の方法に従い、作成した
。簡単には、所定のＰＣＲプライマーを用いてＲＴ－ＰＣＲ増幅したヒトカスパーゼ－１
４全長コード配列をプラスミドｐＱＥ－１００（Qiagen, Co.）にクローニングし、大腸
菌ＤＨ５αに形質転換し、発現させることで作製した。発現したプロカスパーゼ－１４は
Ｎｉ－ＮＴＡアフィニティーカラム（Qiagen, Co.）、ＭｏｎｏＱ ＦＰＬＣシステム（ア
マシャム社）、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ－７５ ＦＰＬＣシステム（アマシャム）によるクロマ
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トグラフィーにかけることで精製した。組換プロカスパーゼ－１４はルゼート１リッター
当たり２～３ｍｇの収量で得られた。
【００３２】
２）revC14-Y178SLの作製
　切断部位である、Y178までの大サブユニット（p20）（C14-Y178L）と、その後続配列か
らなる小サブユニット（p8）を逆転させ、p8-p20の構造体（revC14-Y178SL）を、以下の
プライマーを用いて作製した。
　　　 P8-foward primer :ggaattccatatgcgacatgatcagaaaggctcatgc（配列番号１）
　　　 P8-reverse primer : ccgctcgagctgcagatacagccgtttccggag（配列番号２）
　　　 P20-forward primer : ccgctcgagatgagcaatccgcggtctttggaa（配列番号３）
　　　 P20-reverse primer: cgggatccctagtaggcgatgtatccctctaccgt（配列番号４）
　P8をPCRで増幅後、得られた産物をNde IおよびXho Iで消化した。また、p20についても
PCR増幅後、Xho I/Bam HIで消化した。これらの２つのDNA断片をNde I/Bam HIで消化した
、pET15b　ベクターにligationし、得られたクローンの大量培養から、通常の方法で、Ni
-agroseカラムを用いてリコンビナント蛋白を精製した。図３にカスパーゼ－１４中間体
の作成の模式図を示す。
【００３３】
３）revC14-Y178SL、C14-Y178L及び各種カスパ－ゼの酵素活性の測定
　カスパーゼのそれぞれの基質は、Bio Vision, Inc（Mountain View, CA）より購入した
。
　C14 Assay Buffer（Na citrate（-）,（+））+ DTT 80μｌに、revC14-Y178SL、C14-Y1
78L及び 各種カスパーゼ（それぞれ、0.47mg/mlをPBSで10倍希釈したもの）15μlを加え
、混合した。これに１mＭの各基質を加え、37℃で10分置いた後、excitation:355 nm、em
ission:460 nmで蛍光強度の変化を測定した。測定には、フルオロスキャンアセントFL（L
absystems）を用いた。その結果を図４に示す。
　revC14-Y17SL8及びC14-Y178Lは、ほぼ同様の基質特異性を示し、また活性化カスパーゼ
－１４が特異性を示す基質WEHDに対しては全く酵素活性を示さなかった。またその酵素活
性には、通常カスパーゼなら必要なコスモトロピックイオンを必要としなかった。
４）revC14-Y178SL、C14-Y178Lによる活性化カスパ－ゼ-14の生成
　pCMV-HAベクターにrevC14-Y178SLを導入したコンストラクトを作製した。培養ケラチノ
サイト（増殖期）に、FuGENE HD（Roche, Mannheim, Germany）を用いてトランスフェク
ションした。コンフルエント時に1.2 mMのカルシウムを添加し内在性のカスパーゼ-14の
産生を誘導した。細胞を冷メタノールで固定後、抗HA抗体およびh14D146抗体（カスパー
ゼ-14の活性化体のみを認識）を用いて、通常の方法で免疫染色した。Alexa Fluor 455（
緑）555（赤）の蛍光二次抗体を用いて二重染色を行った。あわせて、DAPIを用いて核の
染色を行った。その結果を図５に示す。
　Y１７８中間体を発現している細胞は、緑の蛍光を発している（→で表示）。これらの
細胞は、二重染色でカスパーゼ-14活性化体のみを認識するh14D146抗体陽性であり、中間
体により、カスパーゼ-14の活性化体が生成されることが示された。
　したがって、活性化カスパーゼ－１４の生成は、プロカスパーゼ－１４をrevC14-Y178S
Lとインキュベーションすることで認められた。
【００３４】
５）ｈ14Ｙ178抗体によるヒト表皮の免疫組織化学染色方法
　ヒト健常皮膚、アトピー性皮膚疾患を罹患した患者の皮疹部及び無疹部の皮膚凍結切片
をそれぞれ４％のＰＦＡ（パラホルムアルデヒド）で室温、２０分固定し、ブリーチ（10
％のメタノール、３％の過酸化水素／蒸留水）により、内因性のペルオキシダーゼを除去
した後、ＥＮＶＩＳＩＯＮキット（ダコ）を用いて染色を行った。具体的には、10％のヤ
ギ正常血清（ニチレイ社製）にて室温、２時間ブロッキング処理し、revC14-Y178SL、C14
-Y178のY178部位を特異的に認識するｈ14Ｙ178抗体（1/200）と４℃、一晩反応させた後
、ＰＢＳで室温にて15分×３回、余剰抗体を洗浄した。次に、ペルオキシダーゼ標識抗ウ
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サギ二次抗体（ダコ）と室温で１時間反応させ、再度ＰＢＳで室温にて15分×３回洗浄し
、余剰抗体を洗浄し、DABを用いて発色させた。最後にヘマトキシニンを用いて核染色を
行った。その結果を図６及び７に示す。
【００３５】
　ｈ14Ｙ178抗体による免疫染色では、アトピー性皮膚疾患を罹患した患者の皮疹部にお
いて、基底層直上から顆粒層まで、広範に染色されていることがわかる（図中の→で示し
た部分がｈ14Ｙ178抗体により特異的に染色された部分）。従って、ｈ14Ｙ178抗体は、正
常な活性型カスパーゼ-14を染色する抗体、即ちカスパーゼ－１４のＤ１４６位の切断部
を認識するC14D146Abとは異なり、角化の異常を簡単に認識できるものと考えられる。

【図１】 【図４】



(10) JP 5355658 B2 2013.11.27

【図２】



(11) JP 5355658 B2 2013.11.27

【図３】



(12) JP 5355658 B2 2013.11.27

【図５】



(13) JP 5355658 B2 2013.11.27

【図６】



(14) JP 5355658 B2 2013.11.27

【図７】

【配列表】
0005355658000001.app



(15) JP 5355658 B2 2013.11.27

10

20

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ１２Ｑ   1/37     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ  15/00    ＺＮＡＡ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｑ   1/37    　　　　          　　　　　

(74)代理人  100141977
            弁理士　中島　勝
(72)発明者  日比野　利彦
            神奈川県横浜市金沢区福浦２－１２－１　株式会社資生堂　リサーチセンター（金沢八景）内
(72)発明者  山本　真実
            東京都新宿区西新宿６－７－１　東京医科大学内

    審査官  海野　佳子

(56)参考文献  特開２００６－１１７５９４（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２００３－１７１４００（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２００９／１４２２６８（ＷＯ，Ａ１）　　
              FISCHER H. et al.，Stratum corneum-derived caspase-14 is catalytically active ，FEBS L
              ett. ，２００４年１１月１９日，Vol.577,No.3，P.446-450
              YAMAMOTO Mami et al.，Quantification of activated and total caspase-14 with newly deve
              loped ELISA systems in normal and atopic skin ，J. Dermatol. Sci. ，２０１１年　２月，
              P.110-117，Vol.61,No.2

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／４８－３３／９８
              ＣＡｐｌｕｓ（ＳＴＮ）
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              　



专利名称(译) 通过caspase-14中间体检测皮肤病

公开(公告)号 JP5355658B2 公开(公告)日 2013-11-27

申请号 JP2011239577 申请日 2011-10-31

[标]申请(专利权)人(译) 株式会社资生堂

申请(专利权)人(译) 资生堂公司，有限公司

当前申请(专利权)人(译) 资生堂公司，有限公司

[标]发明人 日比野利彦
山本真実

发明人 日比野 利彦
山本 真実

IPC分类号 G01N33/68 G01N33/53 G01N33/48 G01N33/543 C12N15/09 C12Q1/37

FI分类号 G01N33/68 G01N33/53.D G01N33/53.Y G01N33/48.P G01N33/543.545.A C12N15/00.ZNA.A C12Q1
/37 C12N15/00.A C12N15/00.AZN.A C12N15/57

F-TERM分类号 2G045/AA25 2G045/CB09 2G045/DA36 2G045/FB03 4B024/AA11 4B024/BA14 4B024/CA04 4B024
/CA20 4B024/DA06 4B024/EA04 4B024/GA11 4B063/QA01 4B063/QA19 4B063/QQ36 4B063/QS33

代理人(译) 青木 笃
石田 敬
渡边洋一
武井良太郎
中岛胜

其他公开文献 JP2013096826A

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供一种有效检测由聚丝蛋白分解异常引起的皮肤病和
预测皮肤病危机的新方法。解决方案：在该方法中，多肽（C14-
Y178L）由表皮中的半胱天冬酶-14的氨基酸1-178或其变体组成，其通
过取代，添加或失去一个或几个氨基酸并具有切除胱天蛋白酶D146的活
性而获得。被检测为由于聚丝蛋白的分解异常引起的角化不全引起的皮
肤病的标志物。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/74c227d9-1cb6-4eeb-8bdc-c522f033dd8c
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/048192095/publication/JP5355658B2?q=JP5355658B2

